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Zusammenfassung 
In der Lausitz und in Mitteldeutschland wird seit Anfang des 20. Jahrhunderts 
Braunkohle abgebaut. Durch diesen Abbau entstanden aus den geschlossenen 
Tagebauen Restseen, die durch einen sauren pH- Wert und eine hohe Sulfatlast 
charakterisiert sind. Diese Versauerung wird „Acid Mine Drainage“ (AMD) 
genannt. Ziel der Arbeit war der Nachweis von azidophilen 
Laugungsmikroorganismen im Lausitzer und Mitteldeutschen Braunkohlerevier. 
Es sollte ein Zusammenhang zwischen diesen Mikroorganismen und dem AMD 
gezeigt, eine Hemmung des AMD im Labor erzielt und der Wirkmechanismus 
auf die Mikroorganismen erklärt werden. 
 
Aus 66 Bodenproben, die 2006 und 2008 aus drei Lausitzer und zwei 
mitteldeutschen Braunkohletagebauen gewonnen wurden, konnten Eisen- und 
Schwefel- oxidierende Mikroorganismen durch Kultivierung bei 28 bis 70°C 
isoliert werden. Aus 168 Reinkulturen wurden 12 verschiedene Spezies, wie z.B. 
Acidithiobacillus ferrooxidans, A. thiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans, L. 
ferriphilum, Ferrimicrobium acidiphilum, Acidiphilium acidophilum und 
Sulfobacillus thermosulfidooxidans, nachgewiesen. Nach Extraktion der 
Nukleinsäuren direkt aus den Proben und Aufreinigung von PCR- inhibierenden 
Substanzen wurden diese Ergebnisse durch spezifische Amplifikate der 16S 
rRNA Gene für A. ferrooxidans, A. thiooxidans und Leptospirillum spp. 
unterstützt. Weiterhin konnte der Nachweis der mikrobiellen 
Stoffwechselaktivität durch Mikrokalorimetrie erbracht werden. Durch 
Untersuchung von 42 Bohrkernproben nach und 24 Bohrkernproben vor der 
Absenkung des Grundwassers, genommen 2008 und 2009, konnte die Theorie 
aufgestellt werden, dass die biologische Pyritoxidation mit Absenkung des 
Grundwassers, d.h. dem Einströmen von Luftsauerstoff, beginnt. 
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Für die Hemmung der Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen 
wurden Säulenexperimente im 20 mL und 20 L Maßstab, sowie in 
Temperaturbereichen von 12 bis 25°C und mit verschiedenen Tensid- Regimen 
durchgeführt. Das Bioleaching konnte durch Zugabe von Regenwasser gestartet 
werden. Durch SDS- oder Texapon N70- Zugaben konnte in 20 mL Säulen für 
bis zu 38 Wochen eine pH Anhebung und Abtötung der Eisen- und Schwefel- 
oxidierenden Mikroorganismen gemessen werden. Dabei wurde eine 
Verringerung der Sulfat- Freisetzung um bis minus 70% gemessen. In Säulen im 
20 L Maßstab, betrieben bei konstant 12°C oder 15 bis 21°C, wurde die 
biologische Laugung gestartet und anschließend für bis zu 45 Wochen gehemmt, 
messbar durch eine pH- Wert Anhebung, das Vorkommen von vorzugsweise 
Eisen (II) im Durchlauf der Säulen und die Abtötung der Eisen- und Schwefel- 
oxidierenden Mikroorganismen. Die Sulfat- Auswaschung wurde um 29 bis 
44% verringert. 
 
In Untersuchungen mit konzentrierten Suspensionen von A. ferrooxidans, A. 
thiooxidans und Ac. cryptum im Vergleich zu Escherichia coli und Bacillus 
subtilis konnte eine induzierte Lyse der Laugungsbakterien durch Behandlung 
mit SDS und Texapon N70 nachgewiesen werden. Für A. thiooxidans wurde 
eine Verringerung der Zellzahlen um bis zu 75% durch SDS Behandlung 
gezählt. Für die drei Laugungsbakterien wurde durch Behandlung mit den 
Tensiden SDS und Texapon N70 eine Verringerung der OD600 um bis zu 80% 
gemessen, wogegen für E. coli und B. subtilis nur eine Verringerung um 10 bis 
20% gefunden wurde. Für alle Bakterien wurde eine Freisetzung von DNA und 
RNA gefunden, eine Freisetzung von 50 bis 80% der Gesamtproteine wurde für 
die Laugungsbakterien gemessen, für E. coli dagegen nur 0,35%. Diese 
Ergebnisse sprechen für eine induzierte Lyse als Wirkmechanismus und erklären 
den Erfolg der Hemmung des Bioleaching in den Säulenversuchen. 
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Abstract   
Since the beginning of the 20th century in Lusatia and in Central Germany the 
mining of lignite was performed. Therefore mining lakes exist and are 
characterised by a low pH value and increased sulphate concentrations. This 
process is harmful to the environment and called acid mine drainage (AMD). 
Aim of this study was the detection of acidophilic microorganisms in the mining 
areas in Lusatia and in central Germany. Furthermore, the connection between 
these leaching microorganisms and the AMD, the inhibition of AMD in the 
laboratory scale, and the mechanism of action of the surfactants to the 
microorganisms were examined. 
 
From 66 sand samples, taken in 2006 and 2008, from three lignite mining areas 
in Lusatia and from two mining areas in central Germany iron- and sulphur- 
oxidizing microorganisms were detected by cultivation based technique at 
temperatures from 28 to 70°C. From 168 isolated pure cultures, the 
microorganisms were identified by sequencing of the 16S rRNA genes as 12 
different species e.g. Acidithiobacillus ferrooxidans, A. thiooxidans, 
Leptospirillum ferrooxidans, L. ferriphilum, Ferrimicrobium acidiphilum, 
Acidiphilium acidophilum and Sulfobacillus thermosulfidooxidans. By the 
amplification of the 16S rRNA genes after extraction of the nucleic acids direct 
from the sand and purification from PCR inhibiting substances the species A. 
ferrooxidans, A. thiooxidans and Leptospirillum spp. were detected and 
supported the results derived from the classical method. Furthermore, 
microcalorimetric determination of the metabolic activity supported the results 
shown above. After examination of 42 drilling core samples after lowering the 
groundwater and 24 samples of drilling cores before lowering the ground water, 
taken in 2008 and 2009, the hypothesis was proposed that the biological pyrite 
oxidation starts by lowering the ground water and influx of air. 
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For the development of a strategy for the inhibition of leaching microorganisms, 
experiments were performed in columns in 20 mL and 20 L scale, filled with 
aquifer material, in the temperature range from 12 to 25°C and different 
surfactant regimes. The leaching was started by the addition of rainwater to the 
columns. By addition of SDS or Texapon N 70 an inhibition of the bioleaching 
was achieved in the 20 mL columns for up to 38 weeks. This was measured by 
an increased pH, missing detection of iron- and sulphur- oxidizing 
microorganisms in sand or solution. At all temperatures a reduction of the 
sulphate concentration was found, with a maximum of minus 70%. In 20 L 
columns, operated at constant 12°C or from 15 to 21°C, the bioleaching was 
successfully initiated and afterwards inhibited by surfactant treatment for up to 
45 weeks. The surfactant addition achieved an inhibition of iron- and sulphur- 
oxidizing microorganisms, hence the occurrence of iron in the reduced form and 
an increasing pH of the leaching solution. Furthermore, the total sulphate release 
was decreased between 29 and 44% in comparison to the rainwater washed 
control, respectively. 
 
By examinations of concentrated suspensions of A. ferrooxidans, A. thiooxidans 
and Ac. cryptum in comparison to E. coli and B. subtilis an induced lysis of the 
leaching bacteria by SDS and Texapon N70 treatment was observed. By SDS 
treatment a decrease in the cell count down to minus 75% for A. thiooxidans was 
found. Surfactant treatment of the three leaching bacteria caused a decrease in 
the optical density at 600nm by 80%, whereas only a slight decrease between 10 
and 20% was measured for E. coli and B. subtilis, respectively. For all bacteria a 
release of DNA and RNA was found. Furthermore, a release of 50 to 80% of 
total protein content was measured for the leaching bacteria after the SDS 
treatment, whereas for E. coli only 0.35% was detected. These results indicate 
an induced lyis mechanism and explain the successful inhibition of the 
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1. Einleitung 
1.1 Acid Mine Drainage 
Braun- und Steinkohle werden weltweit abgebaut. Im Jahr 2010 waren die 
größten Produzenten China, USA, Australien, Indien und Indonesien (Rutledge, 
2011). In Deutschland wird Braunkohle in den Revieren im Rheinland, in 
Mitteldeutschland südlich von Leipzig und im Lausitzer Revier in Sachsen und 
Brandenburg abgebaut (Schultze et al., 2010). Die Anfänge im Lausitzer Revier 
können bis ins 17. Jahrhundert zurückverfolgt werden. Der Abbau im 
großtechnischen Maßstab wird seit Anfang des 20. Jahrhunderts betrieben 
(Heitmann et al., 2010). Resultierend aus dem langjährigen Bergbau sind 
Tagebaurestseen entstanden, welche durch einen pH- Wert unter 4 und einen 
hohen Ionen- Gehalt mit Sulfat als Haupt-Ion charakterisiert sind (Herzsprung et 
al., 1998; Geller et al., 1998).  
 
Die Versauerung des Grund-, Sicker- und Oberflächenwassers wird „Acid Mine 
Drainage“ (AMD) genannt. Sie entsteht durch Oxidation von schwefelhaltigen 
Mineralien (Metallsulfiden), wie Pyrit, Markasit oder Chalkopyrit (Evangelou, 
1995). Die schwefelsauren Abbauprodukte können weitere Schwermetalle aus 
Mineralien lösen und so eine Verunreinigung des Grund- und 
Oberflächenwassers verursachen. 
Für den Braunkohlebergbau wurde die Pyritoxidation oder AMD Bildung als 
zweistufiger und vor allem chemischer Prozess beschrieben. Die Oxidation von 
Pyrit (FeS2) durch Luftsauerstoff kann mit Gleichung (1) beschrieben werden. 
 
FeS2 + 3½ O2 + H2O    Fe2+ + 2 SO42- + 2 H+    (1) 
 
Die Oxidation von Eisensulfiden zwischen der Abbaukante des Deckgebirges 
und der Oberfläche der Kippe wurde dabei als Primäroxidation bezeichnet 
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(Wisotzky, 1994; Wisotzky und Obermann, 2001). Der zweite Schritt, die 
Sekundäroxidation, findet in den rekultivierten Kippen statt. In den hier oben 
zitierten Untersuchungen wurde das Hauptaugenmerk auf die chemischen 
Prozesse gelegt. Der Einfluss von Eisen- und Schwefel- oxidierenden 
Mikroorganismen auf diese Prozesse ist aber seit langem bekannt (Colmer und 
Hinkle, 1947; Evangelou, 1995; Evangelou, 1998; Singer und Stumm, 1970) 
 
1.2 Azidophile Mikroorganismen in Acid Mine Drainage 
Gebieten 
Es ist bekannt das azidophile Mikroorganismen Metallsulfide unter aeroben 
Bedingungen angreifen können (Temple und Colmer, 1951; Kelly und Wood, 
2000; Rohwerder et al. 2003), wobei zwei verschiedene Mechanismen genutzt 
werden (Schippers und Sand, 1999). Mikroorganismen wirken dabei als 
Katalysator, wobei unter anderem die Reaktionsgeschwindigkeiten der 
Oxidation von Eisen (II) zu Eisen (III) wie auch die Pyritoxidation durch Eisen 
(III) um den Faktor drei bis zehn erhöht werden können.  
 
Fe2+ +  ¼ O2 + H+    Fe3+ + ½ H2O     (2) 
FeS2 + 14 Fe3+ + 8 H2O   15 Fe2+ + 2 SO42- +16 H+  (3) 
 
Eine Vergrößerung der Eisen (III) Ionen Konzentration durch Komplexierung 
mit Glucuronsäuren im Biofilm von Acidithiobacillus ferrooxidans (Abb. 1) soll 
einen oxidativen Angriff auf das Metallsulfid ermöglichen, wodurch die 
Reaktionsgeschwindigkeit um den Faktor 20 bis 100 erhöht werden könnte 
(Sand und Gehrke, 2006).  
Untersuchungen in bergbaulich beeinflussten Landschaften zeigten eine 
Diversität von 17 verschiedenen prokaryotischen Spezies (Rohwerder et al., 
2003). Zu den bekanntesten Mikroorganismen zählen die vor vielen Jahrzehnten 
zum ersten Mal beschriebenen Eisen- und Schwefel- oxidierenden Bakterien A. 
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ferrooxidans und A. thiooxidans (Temple und Colmer, 1951; Waksman und 
Joffe, 1922; Kelly und Wood, 2000). Außer diesen mesophilen γ-
Proteobakterien, wurden in diesen Habitaten unter anderem auch Spezies der 
Gattung Leptospirillum spp. oder Acidiphilium spp. identifiziert (Markosyan, 
1972; Hippe, 2000; Küsel et al., 1999). Neben den mesophilen Eisen- und 
Schwefel- oxidierenden wurden auch moderat thermophile Bakterien 
 
Abbildung 1. Zelle von A. ferrooxidans, die lokal Pyrit auflöst und Ausschnittsvergrößerung des 
relevanten Stoffwechsels. Dieses Gram-negative, azidophile, chemolithoautotrophe Bakterium gewinnt die 
benötigte Energie aus der Oxidation von Eisen (II) zu Eisen (III). Die Elektronen werden in zwei 
Stoffwechselwegen genutzt. Eine Möglichkeit ist die Elektronentransportkette, die einen Protonengradienten für 
die ATP Produktion erzeugt. Der zweite Weg ist ein endergonischer Elektronentransfer, der für die Reduktion 
von NAD+ zu NADH+ H+ benötigt wird. Dieses Coenzym wird im Calvin Zyklus für die Synthese von Hexosen 
benötigt (modifiziert nach Elbehti et al., 2000; Rohwerder et al., 2003) 
 
gefunden, wie Spezies der Gattungen Ferrimicrobium, Sulfobacillus und 
Acidimicrobium (Johnson et al., 2009; Norris et al., 1996; Clark und Norris, 
1996). Neben azidophilen Bakterien wurden auch Archaea detektiert. Diese 
wurden vor allem für extreme Habitate beschrieben, die sich z.B. durch 
Temperaturen von über 65°C auszeichnen. Zu diesen extrem thermophilen 
Eisen- und Schwefel- oxidierenden Archaea, z.B. aus der Ordnung Sulfolobales, 
gehören Spezies der Gattungen Sulfolobus, Acidianus und Metallosphaera 
(Fuchs et al., 1995; Fuchs et al., 1996; Norris et al., 2000). Zusätzlich zu diesen 
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Beispielen für thermophile Archaea wurden auch moderat Thermophile, wie 
z.B. Ferroplasma acidiphilum oder F. acidarmanus, gefunden (Golyshina et al., 
2000; Edwards et al., 2000). 
 
1.3 Hemmung des Acid Mine Drainage 
Um AMD zu hemmen, wurden verschiedene Rekultivierungs- oder 
Inhibitionstechniken beschrieben. Diese lassen sich in passive und aktive oder in 
chemische und biologische Techniken unterteilen (Johnson und Hallberg, 2005). 
Eine seit vielen Jahren bekannte passive Möglichkeit der AMD Behandlung ist 
die Nutzung von Kalkstein in „Anoxic Limestone Drains“ (ALD). Dabei sickert 
das Grubenwasser unter anaeroben Bedingungen, d.h. im Wasser gelöste 
Sauerstoff- Konzentration unter 1 mg/L, durch mit Kalkstein befüllte Gräben, 
wobei es zu einer pH Anhebung kommt (Hedin et al. 1994). Da bei dieser 
Behandlung die Konzentration von Schwermetallen und die hohe Sulfatlast im 
Grubenwasser nicht vermindert werden, sind weitere Methoden, z.B. 
„Constructed Wetlands“ nötig. Eine Abwandlung der ALD Methode ist die 
Nutzung von „Oxic Limestone Drains“ (OLD), wie von Cravotta und Trahan, 
1999, beschrieben. Dabei wird Grubenwasser durch Vermischung mit Sauerstoff 
angereichert und über mit Kalkstein befüllte Röhren geleitet. Durch diese 
Methode werden pH und Alkalinität erhöht, wohingegen sich der Eisengehalt 
und der Gehalt an Aluminium- Ionen um 95% verringern. Eine weitere 
Alternative wäre z.B. die Behandlung des Grubenwassers mit Flugasche 
(Vadapalli et al., 2008). Dabei konnte der pH- Wert von 2,7 auf 11,5 angehoben 
und der Gehalt an Eisen- und Aluminium- Ionen reduziert werden. Durch 
Rekultivierung von bis zu 150 Jahre alten Kippen konnte eine Verringerung der 
Freisetzung von Sulfat oder Schwermetallen um 85 bis 99,98% erreicht werden 
(Willscher et al., 2010). Durch Sauerstoff verbrauchende, organische Substrate 
im Sickerwasser wurde dabei die Geschwindigkeit der Pyritoxidation verringert, 
da in diesem Milieu die Zellzahl Sulfat- reduzierender Mikroorganismen erhöht 
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ist. Die Nutzung von Sulfat- reduzierenden Mikroorganismen zur Verminderung 
des AMD wurde durch den Zusatz von Kohlenstoff- oder Energiequellen, wie 
H2, Acetat, Ethanol oder komplexen organischen Substraten beschrieben 
(Koschorrek, 2008). 
  
Da Eisen- und Schwefel- oxidierende Mikroorganismen die Geschwindigkeit 
der Pyritoxidation um den Faktor drei bis zehn beschleunigen, wurden 
Untersuchungen gemacht, den Katalysator, d.h. die Mikroorganismen, durch 
Biozide zu hemmen. Eine der Möglichkeiten ist die Nutzung von organischen 
Verbindungen, wie Detergentien, quartäre Ammonium- Verbindungen oder 
Isothiazolinon. Experimente mit planktonischen A. ferrooxidans Zellen mit dem 
Tensid Natriumlaurylsulfat (SDS) zeigten widersprüchliche Ergebnisse. Dabei 
wurden sowohl eine Erhöhung als auch eine Hemmung der biologischen 
Laugung beschrieben (Dugan und Apel, 1983; Onysoko et al., 1984; Sand, 
1985; Dugan, 1986). Es wurde gezeigt, dass die Wirkung von SDS und anderen 
oberflächenaktiven Substanzen auf die Mikroorganismen auf der Lyse der 
Zytoplasmamembran oder auf der Hemmung der Adhäsion an die 
Substratoberfläche beruht (Jones, 1999; Neu 1996). Andere Substanzen, wie 
einfache organische, quartäre Ammonium- Verbindungen oder 
Kohlenwasserstoffe, zeigten eine erfolgreiche Hemmung planktonischer 
Mikroorganismen (Tuttle et al., 1976; Sikkema et al., 1995; Kourai et al., 2006; 
Sumitomo et al., 2006). Für Mikroorganismen, die im Biofilm leben, wurde 
dagegen nur eine eingeschränkte Wirksamkeit der Biozide beschrieben (Nett et 
al., 2008). 
 
Der Einfluss von Bioziden auf Eisen- und Schwefel- oxidierende 
Mikroorganismen machte weitere Untersuchungen nötig, da diese in ihrem 
natürlichen Habitat, dem Boden, als planktonische Zellen und als Biofilm 
vorkommen. Weiterhin lassen auch andere Einflüsse, z.B. die Adhäsion des 
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Biozides an Bodenpartikel oder der Abbau durch Mikroorganismen auf eine 
verringerte Wirksamkeit schließen. Bei Behandlung von Flusssedimenten mit 
0,3 oder 3 g/L SDS wurde gezeigt, dass zwei Stunden nach Applikation nur 
noch 3,6% des Tensides nachweisbar waren (Seidel et al. 2000). Deshalb war 
nur bei der hohen Tensid- Konzentration eine kurzzeitige Hemmung der 
Mikroorganismen nachweisbar. Ähnliche Ergebnisse konnten in Perkolatoren im 
63 m3 Maßstab nach SDS Behandlung beobachtet werden (Schippers et al., 
2001). Nach Zugabe von 30- 60 g/L SDS, was einer Dosis von 0,125 g SDS pro 
kg Haldenmaterial entsprach, konnte in der Laugungslösung nur noch bis zu 0,1 
g/L SDS gemessen werden. Es wurde eine Verringerung der 
Stoffwechselaktivität im Haldenmaterial sowie eine Verringerung der Zellzahl, 
aber keine Abtötung der Laugungsorganismen gemessen. Durch eine Zugabe 
von 100 mg/L Isothiazolinon sowie Kalkstein und organischem Material zur 
Abdeckung wurde eine Reduzierung der Sulfat- oder Schwermetall- Freisetzung 
um etwa 50%, aber keine komplette Hemmung, erreicht (Sand et al., 2007).  
  
1.4 Bakterielle Lyse 
Der bakterielle Zelltod sowie die verschiedenen Möglichkeiten der Induktion 
der Zelllyse ist ein seit vielen Jahrzehnten bekannter und untersuchter Prozess 
(Rice und Bayles, 2008). Im Prozess des programmierten Zelltodes spielen 
neben anderen Faktoren auch Enzyme eine wichtige Rolle, wie Peptidoglucan 
Hydrolasen, sogenannte Autolysine (Höltje, 1995; Schockmann 1996). Diese 
Autolysine werden während des Wachstums in der Zellwand produziert und als 
inaktive Vorstufe in der Zellwand eingelagert (Rice und Bayles, 2008). Sie 
werden in der Zellteilung und Separation in Tochter- und Mutterzellen sowie in 
der Biofilmentwicklung aktiviert (Forsberg und Rodgers, 1971; Bayles, 2007). 
Für die Biofilmentwicklung ist der programmierte Zelltod nötig; dabei lysiert 
ein kleiner Teil der Population und setzt Makromoleküle wie Proteine und 
Nukleinsäuren frei (Steinmoen et al. 2002). Die freigesetzten Nukleinsäuren 
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können vom überlebenden, größeren Teil der Population aufgenommen werden 
(Kreth et al., 2009). Diese Nukleinsäuren sind weiterhin wichtig für die Struktur 
des Biofilms, für die Adhäsion der Mikroorganismen und wirken als Chelator 
von Kationen und vermitteln antibakterielle Aktivität (Allesen- Holm et al., 
2006; Qin et al., 2007, Rice et al., 2007; Mulcahy et al., 2008, Das et al., 2009). 
Es ist bekannt, dass Laugungsbakterien, wie z.B. A. ferrooxidans, sowohl 
planktonisch als auch als Biofilm leben können. Über diesen vermitteln sie eine 
Bindung zum Substrat, z.B. Pyrit, und schaffen sich darin eine ideale 
Reaktionsumgebung (Sand und Gehrke, 2006).  
Für eine Hemmung der Laugungsmikroorganismen in deren natürlichem Habitat 
und der damit zusammenhängenden behördlichen Genehmigung der 
Anwendung von Bioziden im Freilandversuch ist das Verständnis deren 
Wirkweise von großer Bedeutung. Die meisten Studien zum Mechanismus der 
Zelllyse wurden mit Modelorganismen wie Escherichia coli, Bacillus subtilis 
oder potentiell pathogenen Mikroorganismen wie Staphylococcus epidermis, 
Streptococcus pneumonia, S. gordonii oder S. sanguinis durchgeführt (z.B. 
Steinmoen et al., 2002; Kreth et al., 2009; Qin et al., 2007; Tsuchido et al., 
1987; Cho et al., 1990; Liu und Burne, 2012). Dagegen gibt es nur wenige 




In dieser Arbeit sollte der Nachweis von azidophilen Laugungsmikroorganismen 
im Lausitzer und Mitteldeutschen Braunkohlerevier erbracht werden. Ein 
Zusammenhang zwischen diesen Mikroorganismen und dem „Acid mine 
Drainage“ sollte gezeigt und eine Strategie zu dessen Hemmung entwickelt 
werden. Deshalb setzte sich die Arbeit aus vier Aufgaben zusammen. 
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Das erste Ziel dieser Arbeit war eine qualitative und quantitative Übersicht der 
azidophilen Mikroorganismen im Lausitzer und Mitteldeutschen 
Braunkohlerevier. Dafür wurden drei Lausitzer und zwei Tagebaue in 
Mitteldeutschland beprobt. Es sollten dabei aus einem Tagebau der Lausitz aus 
verschiedenen Schichten im Deckgebirge und der Kippenseite frisch freigelegte 
Proben sowie Proben für ein Altersprofil genommen werden. Weiterhin 
erfolgten Beprobungen an optisch auffälligen Stellen, z.B. an einem ölig, 
braunen Ausfluss oder an gelben Bodenverkrustungen. Aus allen fünf 
Tagebauen sollten zwei Jahre später aus verschieden Schichten des 
Deckgebirges sowie an optisch auffälligen Standorten Proben genommen 
werden. Diese Proben wurden durch die drei Methoden Kultivierung, 
Mikrokalorimetrie und molekularbiologische Untersuchung analysiert. Dabei 
sollte das Vorkommen der azidophilen Laugungsmikroorganismen, deren 
Stoffwechselaktivität, sowie die molekulare Charakterisierung der Spezies 
untersucht werden. Daraus sollte eine Gesamtaufnahme der vorhandenen 
Mikroorganismen erstellt werden, um zu wissen, welche Mikroorganismen im 
Teilprojekt drei und vier den Hemmversuchen unterzogen werden sollten. 
 
Das zweite Ziel war herauszufinden, ab wann in der Entwicklung eines 
Tagebaus die Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen beginnen 
aktiv zu werden. Für diese Fragestellung wurden Bohrkerne vor und nach 
Grundwasserabsenkung untersucht. Es sollten aus Sand, Schluff, Ton, Kohle 
sowie aus dem Liegenden Proben genommen und mit den oben genannten 
Methoden untersucht werden. 
 
Als drittes Ziel sollte die Hemmung des AMD im Sand, dem natürlichen Habitat 
der Laugungsbakterien, untersucht werden. Dafür wurde in einem Lausitzer 
Tagebau ca. eine Tonne Material aus dem Deckgebirge genommen und 
anschießend mineralogisch sowie mikro- und molekularbiologisch 
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charakterisiert werden. Mit diesem Material waren Säulen in verschiedenen 
Größen zu befüllen, es sollte die Laugung gestartet werden um diese 
anschließend zu hemmen. Es sollten Hemmstoffe in verschiedenen 
Konzentrationen, in verschiedenen Temperaturbereichen, die unter anderem 
denen im natürlichen Habitat ähneln, getestet werden. Weiterhin sollte der 
Einfluss auf planktonische sowie im Biofilm lebende Mikroorganismen 
untersucht werden. Aus diesen Ergebnissen sollte eine Vorhersage für eine 
erfolgreiche Hemmung des AMD im Freiland- Versuch getroffen werden. 
 
Das vierte Ziel war, den Wirkmechanismus von verschiedenen Oberflächen- 
aktiven Substanzen zu untersuchen, um die Hemmung des Bioleaching zu 
erklären. Dafür wurden planktonische Kulturen der Modelorganismen E. coli 
und B. subtilis sowie die bekannten Eisen- und Schwefel- oxidierenden 
Bakterien A. ferrooxidans und A. thiooxidans und der heterotrophe 
Mikroorganismus Ac. cryptum untersucht.  
Eine Teilaufgabe stellte die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen 
der Tenside dar. Durch Messung der optischen Dichte bei 600nm (OD600) für 
insgesamt 1000 Sekunden sollte quantitativ erfasst werden, ob die eingesetzten 
Tenside abtöten oder eine bakterielle Lyse induzieren. Da bei einer Zelllyse 
Makromoleküle freigesetzt werden, sollte der Gehalt von Proteinen oder 
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2. Ergebnisse und Diskussion 
2.1 Erster Nachweis von Eisen- und Schwefel- oxidierenden 
Mikroorganismen in einem Lausitzer Tagebau in 2006 
Für eine erste Bestandsaufnahme wurden im Jahr 2006 in einem aktiven 
Lausitzer Tagebau, 150 km südöstlich von Berlin, insgesamt 32 Proben aus dem 
unbeeinflussten Deckgebirge und von der Kippenseite mit einem Alter von bis 
zu 30 Jahren genommen. Zusätzlich wurden optisch auffällige Stellen, z.B. 
sichtbar durch braune Verfärbungen, beprobt.  
In den Proben wurden durch Zellzählung mittels Fluoreszenzmikroskopie 
zwischen 102 und 107 Mikroorganismen pro Gramm Sand nachgewiesen. Dabei 
wurden die höchsten Zellzahlen im frisch freigelegten, unbeeinflussten 
Deckgebirge in der Haupt- und Grubenarbeitsebene gezählt, wogegen am Fuß 
des ersten Abwurfs der Kippe drei Größenordnungen weniger Mikroorganismen 
zu finden waren. In den Altersprofilen vom unbeeinflussten Deckgebirge und 
der Kippenseite wurden die geringsten Mikroorganismenzahlen gefunden. Die 
optisch auffälligen Proben zeigten im Durchschnitt die höchsten Zellzahlen 
zwischen 3x106 und 2x107 pro Gramm Material. Da Eisen- und Schwefel- 
oxidierende Mikroorganismen in einem Biofilm leben, ist davon auszugehen, 
dass zu geringe Zellzahlen bestimmt wurden, da es problematisch ist, Zellen aus 
einem Biofilm zu vereinzeln (Schippers et al., 1995). Ähnliche Zellzahlen 
wurden in Uran Bergbauhalden in Deutschland und in der Höhle von Movile in 
Rumänien gefunden (Schippers et al., 1995; Rohwerder et al., 2003).  
Durch Mikrokalorimetrie konnten in den Proben Gesamtaktivitäten zwischen 
einem µW und 69 µW pro Gramm Material gemessen werden. Die höchsten 
biologischen Aktivitäten mit bis zu 52 µW pro Gramm Sand wurden im frisch 
freigelegtem Deckgebirge gefunden, im Altersprofil der Kippenseite mit 
geringer Restfeuchte waren dagegen kaum biologische Aktivitäten messbar. Die 
meisten Proben bei denen pH- Werte unter fünf gemessen wurden, zeigten 
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biologische Aktivitäten über 5 µW pro Gramm Sand. Die höchste biologische 
Aktivität mit 52 µW pro Gramm Material wurde auf der Grubenarbeitsebene im 
frisch freigelegten Deckgebirge bei pH 2 und einer Restfeuchte von 4,8% 
gefunden. In einer 20 Jahre alten Probe aus dem Deckgebirge wurden bei 
vergleichbarem pH und Restfeuchte dagegen nur biologische Aktivitäten von 
1,7 µW pro Gramm gemessen. Die hohe Aktivität von Proben mit hohen 
Zellzahlen von 106 bis 107 Zellen pro Gramm Material stimmt mit einer anderen 
Untersuchung überein (Schippers et al., 1995), dabei waren 103 bis 104 Zellen 
für eine Aktivität von 10 µW pro Gramm Material nötig.  
Für den molekularbiologischen Nachweis von Eisen- und Schwefel- 
oxidierenden Mikroorganismen gelang es, aus 28 von 32 Proben Nukleinsäuren 
zu isolieren. Nach Aufreinigung von PCR- inhibierenden Substanzen wurden 
durch PCR aus 26 Proben bakterielle und aus vier Proben archaeale 16S rRNA 
Gene amplifiziert. Die Sequenzierung von zwei Archaea- spezifischen 
Amplifikaten zeigte eine 99 prozentige Übereinstimmung mit nicht kultivierten 
und nicht identifizierten Archaea aus der NCBI- Datenbank. Eine 
Nachbarschaftsanalyse gab Hinweise auf eine Verwandtschaft zu Sulfolobus 
spp., einem thermophilen Archaeon. Deshalb könnte man im Deckgebirge und 
der Kippe auf lokal begrenzte erhöhte Temperaturen von bis zu 80°C durch 
Pyritoxidation schließen, wie zuvor für Kupfererzhalden in den USA oder 
Kohlehalden in Deutschland beschrieben (Beck, 1967; Willscher et al., 2010). 
Durch Amplifikation der 16S rRNA Gene wurde in 23 Proben A. ferrooxidans 
und in 10 Proben A. thiooxidans nachgewiesen. Diese Amplifikation erfolgte 
nach Protokollen wie zuvor beschieben (De Wulf- Durand et al., 1997). 
Spezifische Amplifikate der 16S rRNA Gene vom Eisenoxidierer L. 
ferrooxidans wurden in neun Proben mit Primern nach Liu et al. (2006) 
nachgewiesen. Die Sequenzierung eines Teils der Amplifikate zeigte 96 bis 99% 
Übereinstimmung mit diesen drei Spezies. Diese Ergebnisse wurden durch eine 
erfolgreiche Isolation von 23 Reinkulturen mit der Doppel-Agar-Platten Technik 
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bestätigt (Johnson, 1995; Johnson et al., 2005). Sechs dieser Kulturen wurden 
nach Isolierung der Nukleinsäuren, Amplifikation und Sequenzierung der 16S 
rRNA Gene als A. ferrooxidans identifiziert. Der Nachweis von 
Acidithiobacillus spp. im Hauptteil der Proben, wogegen L. ferrooxidans nur in 
einem kleinen Teil der Proben nachgewiesen werde konnte, wurde auch für eine 
Kupfermine in Norwegen oder Halden in Botswana und Deutschland von 
anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Johnson et al., 2001; Kock und Schippers, 
2008). 
 
In dieser ersten Bestandsaufnahme eines Lausitzer Tagebaus wurden also durch 
die vier unabhängigen Methoden Fluoreszenzmikroskopie, Mikrokalorimetrie, 
Kultivierung, Amplifikation und Sequenzierung der 16S rRNA Gene die 
bekannten Eisen- und Schwefeloxidierer A. ferrooxidans, A. thiooxidans und L. 
ferrooxidans nachgewiesen.  
 
2.2 Nachweis erwarteter und unerwarteter Mikroorganismen im 
inzwischen fortgeschrittenen Tagebau im Jahr 2008 
Zwei Jahre nach der ersten Bestandsaufnahme wurde im Jahr 2008 eine zweite 
Beprobung dieses Lausitzer Tagebaus durchgeführt. Dabei wurden an insgesamt 
zehn Stellen Proben genommen. Aus dem Deckgebirge in Höhe der 
Grubenarbeitsebene wurden vier Proben, auf Höhe der Hauptarbeitsebene 
wurden weitere zwei Proben genommen. Diese waren maximal eine Stunde der 
Luft ausgesetzt. Weiterhin wurden vier Proben an optisch auffälligen Stellen, 
wie an braunen Bodenverfärbungen oder an öligen Ausflüssen, genommen. Aus 
allen zehn Proben konnten nach Zhou et al. (1996) Nukleinsäuren extrahiert 
werden. Der Nachweis bakterieller 16S rRNA Gene gelang aus acht und der 
Nachweis archaealer 16S rRNA Gene aus zwei Proben. In neun Proben konnte 
A. ferrooxidans, in sieben Proben A. thiooxidans, jeweils durch Amplifikation 
der 16S rRNA Gene nachgewiesen werden, wogegen nur in einem Fall 
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spezifische Amplifikate für Leptospirillum spp. nachgewiesen wurden. Diese 
Resultate wurden durch erfolgreiche Kultivierung von mesophilen Eisen- und 
Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen in allen Proben unterstützt. Aus den 
32 Proben der ersten Probenahme in 2006 konnten aus 24 bzw. 27 Proben 
mesophile Eisen- oder Schwefel- oxidierende Mikroorganismen nachgewiesen 
werden. Die Kultivierung von moderat thermophilen Mikroorganismen bei 45°C 
gelang nur aus zwei Proben von 2008. Aus diesen Mischkulturen konnten 
Reinkulturen mit Hilfe der Doppel-Agar-Platten Technik nach Johnson et al. 
(2005), gewonnen werden. Nach Extraktion der DNA, Amplifikation der 16S 
rRNA Gene und Sequenzierung der Amplifikate konnten die Reinkulturen als A. 
ferrooxidans, A. thiooxidans, A. albertensis, L. ferrooxidans, L. ferriphilum, 
Ferrimicrobium acidiphilum und Ac. acidophilum identifiziert werden. Aus den 
beiden Mischkulturen bei 45°C wurden die isolierten Klone durch 
Sequenzierung der 16S rRNA Gene als Sulfobacillus acidophilus und S. 
thermosulfidooxidans identifiziert. Der molekularbiologische Nachweis der 
Eisen- und Schwefel- oxidierenden Bakterien und die Isolierung der neun 
Reinkulturen in dieser Arbeit bestätigten die Ergebnisse der Untersuchung des 
gleichen Tagebaus zwei Jahre zuvor. 
Der Nachweis der erwarteten Eisen- und Schwefeloxidierer, wie z.B. A. 
ferrooxidans, kann mit den im Boden vorkommenden Temperaturen um 12°C 
und der Adaptierung von Acidithiobacillus spp. daran, sowie dem niedrigen pH 
Wert erklärt werden (Dopson et al., 2007; Kupka et al., 2007). Die erfolgreiche 
Reinkultur von F. acidiphilum aus dem Lausitzer Tagebau, zwei Jahre nach der 
Erstbeschreibung durch Johnson et al. (2009) mit einer optimalen 
Wachstumstemperatur um 35°C, sowie die Isolierung der beiden moderat 
thermophilen S. acidophilus und S. thermosulfidooxidans unterstützen die 
Hinweise auf Bereiche mit erhöhten Temperaturen. Die wiederholte 
Amplifikation von archaealer 16S rRNA Gene führte zu Kultivierungsversuchen 
bei erhöhten Temperaturen um 70°C, da Archaea als Besiedler extremer 
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Habitate bekannt sind. Die Kultivierungsversuche von Eisen- oder Schwefel- 
oxidierenden Mikroorganismen bei 70°C waren nicht erfolgreich. 
Aber aus vier Proben wurden Reinkulturen isoliert, die durch Sequenzierung der 
16S rRNA Gene als Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus 
und Geobacillus caldoxylosilyticus identifiziert wurden. Das war überraschend, 
da diese Bakterien als Bodenbesiedler bekannt sind, aber nicht für diese hohen 
Kultivierungstemperaturen beschrieben wurden (Palleroni und Bradbury, 1993; 
Duarte et al., 2001). S. maltophilia wurde aber beschrieben, Resistenzen, z.B. 
gegen Schwermetalle und Antibiotika, zu besitzen (Pages et al., 2009; Berg et 
al., 1999). 
 
Zwei Jahre nach dem ersten Nachweis wurden die erwarteten Eisen- und 
Schwefel- oxidierenden Bakterien wieder durch klassische und moderne 
Methoden nachgewiesen. Die Isolierung der moderat thermophilen Bakterien 
und die Amplifikation archaealer 16S rRNA Gene können als Hinweis auf 
aufgeheizte Schichten im Deckgebirge gedeutet werden, hervorgerufen durch 
den Stoffwechsel der Mikroorganismen und chemische Oxidation des Pyrits. 
 
2.3 Nachweise für Eisen- und Schwefel- oxidierende 
Mikroorganismen im Lausitzer und Mitteldeutschen 
Braunkohlerevier 
Nachdem zwei unabhängige Untersuchungen in einem Lausitzer Tagebau zum 
Nachweis von Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen geführt 
hatten, sollte nun das Vorkommen im gesamten Lausitzer und im 
Mitteldeutschen Braunkohlerevier untersucht werden. Im Jahr 2008 wurden 
verschiedene Probenahmen in den drei Tagebauen der Lausitz, sowie in zwei 
Tagebauen im Mitteldeutschen Braunkohlerevier durchgeführt. Es wurden 34 
Proben an optisch auffälligen Stellen, am frisch freigelegten Deckgebirge, die 
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der Luft für maximal eine Stunde ausgesetzt waren und aus Sandschichten im 
Liegenden genommen. 
Nach Extraktion der Nukleinsäuren direkt aus den Bodenproben und 
Aufreinigung von PCR- inhibierenden Substanzen wurden PCR Experimente 
zur Amplifikation der 16S rRNA Gene durchgeführt. 16S rRNA Gen 
Amplifikate der Eisen- und Schwefeloxidierer A. ferrooxidans oder A. 
thiooxidans waren in 14 bzw. 19 Proben zu finden, wogegen Leptospirillum spp. 
spezifische Amplifikate in acht Proben nachgewiesen wurden. Die erfolgreiche 
Kultivierung von Eisen- oder Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen in 19 
bzw. 20 Proben untermauert diese Ergebnisse. Es gelang weiterhin die Anzucht 
von insgesamt 168 Reinkulturen bei Kultivierungstemperaturen von 28 bis 
45°C. Bei 28°C wurden sechs verschiedene Spezies durch Sequenzierung der 
16S rRNA Gene identifiziert, Acidithiobacillus ferrooxidans, A. thiooxidans, 
Leptospirillum ferrooxidans, L. ferriphilum, Acidiphilium acidophilum und 
Ferrimicrobium acidiphilum. Bei Kultivierungstemperaturen von 45°C gelang 
die Isolierung und Identifizierung von Sulfobacillus acidophilus, S. 
thermosulfidooxidans und S. thermotolerans. 
Diese Nachweise untermauern die Erkenntnisse aus den Untersuchungen von 
2006 und 2008 im ersten Lausitzer Tagebau. Es wurden die erwarteten Eisen- 
und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen nachgewiesen (Rohwerder et al., 
2003). Die Verteilung der Acidithiobacillus Spezies untereinander, sowie das 
Mengenverhältnis zu Leptospirillum spp. wurde in anderen Biotopen, z.B. 
aufgegebene Minen in Norwegen, AMD Gebieten in den USA und in 
Kohlehalden in Deutschland oder Botswana beschrieben (Johnson et al., 2001; 
Edwards et al., 1999; Kock und Schippers, 2008). Diese Verteilung könnte auf 
die Bodentemperaturen um 12°C zurückzuführen sein. Sie begünstigt die 
Acidithiobacillus spp. (Kupka et al., 2007) gegenüber den in Gebieten mit 
Temperaturen um 40°C beschriebenen Leptospirillum spp. (Edwards et al., 
1999). Der wiederholte Nachweis von moderat thermophilen Bakterien mit 
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optimalen Wachstumsbedingungen bei Temperaturen zwischen 20 und 60°C 
und niedrigen pH- Werten um zwei (Bogdanova et al., 2006) lässt auf lokal 
begrenzte Bodenschichten mit erhöhten Temperaturen durch z.B. Pyritoxidation 
schließen, wie zuvor beschrieben (Beck, 1967; Willscher et al., 2010). 
 
Analysen für Sulfat, Eisen und Sulfid von einem Lausitzer Tagebau zeigten 
geringe Sulfat- und hohe Eisen- Konzentrationen in frisch freigelegten Proben 
aus dem Deckgebirge. Mit der Erhöhung des Alters der Bodenproben auf bis zu 
30 Jahre wurde eine Erhöhung der Sulfat- Konzentration und Verringerung der 
Eisenkonzentration in Proben aus dem Deckgebirge und von der Kippenseite 
gefunden. Diese Messungen wurden durch Analyse der Spurenelemente aus 
zwei Proben des frisch freigelegten Deckgebirges bzw. der 30 Jahre alten 
Kippenseite bestätigt. 
 
Nach dem Nachweis der bekannten Eisen- und Schwefel- oxidierenden 
Mikroorganismen in den aktiven Braunkohle Tagebauen der Lausitz und in 
Mitteldeutschland sollte die Frage beantwortet werden, wann im Laufe der 
Vorbereitung, der Eröffnung und des fortlaufenden Betriebes eines Tagebaus die 
Laugungsmikroorganismen nachweisbar werden. 
Dafür wurden 42 Proben aus vier Bohrungen nach Grundwasserabsenkung 
genommen. Aus 30 Proben konnten erfolgreich hochmolekulare Nukleinsäuren, 
größer als 10 kb extrahiert werden, sichtbar durch Anfärbung mit 
Ethidiumbromid nach Elektrophorese im Agarosegel. Amplifikation der 
bakteriellen 16S rRNA Gene gelang in 31 Fällen und archaeale 16S rRNA Gen- 
Amplifikate wurden in sechs Proben in Sandschichten gefunden. Die Eisen- und 
Schwefeloxidierer A. ferrooxidans und A. thiooxidans wurden durch 
Amplifikation der 16S rRNA Gene in 18 bzw. 21 Proben nachgewiesen. 
Leptospirillum spp. spezifische Amplifikate wurden in 11 Proben gefunden. Die 
Nachweise der bekannten Laugungsmikroorganismen in den Bohrkernen nach 
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der Grundwasserabsenkung unterstützen die Untersuchungen in den Tagebauen 
in der Lausitz und Mitteldeutschlands mit den Nachweisen der Eisen- und 
Schwefel- oxidierenden Bakterien. In mikrokalorimetrischen Untersuchungen 
der Proben waren mit maximalen biologischen Aktivitäten zwischen 29 und 310 
µW pro Gramm Material ähnliche Werte wie in den Tagebauproben messbar 
und stimmen mit zuvor gezeigten Daten überein (Schippers et al., 1995). Die 
Kultivierung von Eisen- oder Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen bei 
28°C war dagegen nur in zwei bzw. 12 Proben erfolgreich. Diese Unterschiede 
zum molekularbiologischen Nachweis sind wahrscheinlich auf die 
Bohrtechnologie zurückzuführen, da die Bohrung mit einem Gemisch aus 
Wasser, Bentonit und Anisol gespült wurde. Diese Mischung könnte die 
Mikroorganismen inaktiviert oder gar abgetötet haben. Da genomisches Material 
im Boden, z.B. aus Pflanzen, noch nach mehreren Jahren nachweisbar ist 
(Widmer et al., 1997; Paget et al., 1998), wäre damit die höhere Nachweisrate in 
den PCR- Experimenten erklärbar.  
Aus zwei Bohrungen vor Grundwasserabsenkung wurden 24 Proben genommen. 
Aus 16 Proben wurden erfolgreich Nukleinsäuren isoliert und bakterielle 16S 
rRNA Gene in nur fünf Proben amplifiziert. Amplifikate für die 16S rRNA 
Gene von Archaea, A. ferrooxidans, A. thiooxidans und Leptospirillum spp. 
waren nicht nachweisbar. Allerdings wurden aus zwei Proben spezifische 
Amplifikate für Acidiphilium spp. 16S rRNA Gene erzeugt. 
Kultivierungsexperimente bei 28°C gelangen mit einer Probe für Eisen- 
oxidierende und in acht Proben für Schwefel- oxidierende Mikroorganismen. In 
den mikrokalorimetrischen Untersuchungen wurden biologische Aktivitäten mit 
maximal 220 µW pro Gramm Boden gemessen.  
 
Die Nachweise der Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen aus 
den Bohrkernen vor und nach Grundwasserabsenkung, sowie die zuvor 
gezeigten Resultate, erlauben die Aufstellung einer Hypothese zum Start der 
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mikrobiellen Pyritoxidation. Die Eisen- und Schwefel- oxidierenden 
Mikroorganismen befinden sich im bergbaulich unbeeinflussten Deckgebirge in 
geringer Anzahl im Sand, weshalb nur in wenigen Proben der Nachweis durch 
Amplifikation der 16S rRNA Gene oder Kultivierung erfolgreich war. Durch die 
geringe Löslichkeit von Sauerstoff und Kohlendioxid im Grundwasser sind von 
diesen Gasen nur geringe Mengen verfügbar, wodurch die Mikroorganismen in 
einer Art Ruhezustand sind, wie z.B. in nährstoffarmen Habitaten beschrieben 
(Jones und Lennon, 2010). Mit der Absenkung des Grundwassers erfolgt ein 
Zustrom von Luftsauerstoff, die Lebensbedingungen für die Mikroorganismen 
verbessern sich und diese werden langsam aktiv und das Bioleaching beginnt. 
Durch die Verfügbarkeit von Sauerstoff in der Sand- oder Kohleschicht werden 
nur geringe Mengen vom Pyrit oxidiert. Mit dem Abbau der Braunkohle, dem 
Transport des Materials und der Vermischung auf der Kippe werden die aktiven 
Mikroorganismen im Material verteilt. Zu diesem Zeitpunkt ist Pyrit zusammen 
mit Sauerstoff und Kohlendioxid vollständig verfügbar, die Mikroorganismen 
sind vollständig aktiv und das Bioleaching ist maximal. Diese Hypothese wird 
auch durch die Untersuchungen zur Primäroxidation an der Abbaukante und auf 
der Kippenoberfläche unterstützt (van Berg und Wisotzky, 1995; Wisotzky, 
1994; Wisotzky und Obermann, 2001). Die später in den rekultivierten Kippen 
stattfindende Sekundäroxidation wird dann durch die hohe Anzahl von Eisen- 
und Schwefeloxidierern beschleunigt. Mit fortschreitendem Alter der Kippe 
verringert sich dann die Verfügbarkeit des Pyrits. Dadurch verringert sich die 
Aktivität der Mikroorganismen, bis diese am Ende wieder in den Ruhezustand 
(Roszak und Collwell, 1987) übergehen. 
 
2.4 Hemmung des Bioleaching durch Tenside in mit Sand 
gefüllten Säulen 
Nach dem Nachweis der Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikrooorganismen 
im Lausitzer und Mitteldeutschen Braunkohlerevier sollten Strategien zur 
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Hemmung des Bioleachings entwickelt werden. Dafür wurden Versuche mit 
SDS und Texapon N70 in kleinen 20 mL und größeren 20 L Säulen 
durchgeführt. Diese Säulen waren mit Sand eines Grundwasserleiters aus einem 
Lausitzer Tagebau befüllt. Dieses Material war seit 13 Jahren entwässert und 
enthielt 0,4 bis 1% Pyrit. Die Experimente wurden in drei Temperaturbereichen 
von 21°C, 15°C bis 21°C und bei konstant 12°C durchgeführt.  
Säulen im 20 mL Maßstab wurden mit ca. 16 Gramm Material befüllt. Dieses 
enthielt Eisen- oder Schwefel- oxidierende Mikroorganismen in 
Konzentrationen zwischen 1x 104 und 5x 104 Zellen pro Gramm Sand. Die 
Tensid- Behandlung der Säule, im ersten Lauf bei 21°C, erfolgte durch 
einmalige Zugabe von 85 mL Regenwasser mit 2 g/L SDS. Danach wurde nur 
noch mit Regenwasser gespült. Die Kontrollsäulen wurden entweder mit immer 
neuem Regenwasser beschickt oder der Durchlauf wurde wieder auf die Säule 
gegeben. Zu Beginn und am Ende des Experiments wurde die Konzentration der 
Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen aus dem Boden und 
zusätzlich nach 13 Wochen vom Durchlauf mit der Most-Probable-Number 
Technik in zuvor beschriebenen Medien bestimmt (Mackintosh, 1978; 
Hutchinson et al., 1965). 
Im ersten Lauf bei 21° C wurden in den Kontrollsäulen nach 26 Wochen etwa 
zwei Größenordnungen mehr Eisen- oxidierende Mikroorganismen pro Gramm 
Sand und zwischen 102 und 105 Schwefel- oxidierende Mikroorganismen pro 
Gramm Sand nachgewiesen. Im Sand der SDS behandelten Säule waren die 
Laugungsbakterien nach 26 Wochen nicht nachweisbar. Im Durchlauf der 
Kontrollsäulen waren nach 13 Wochen Eisen- und Schwefel- oxidierende 
Mikroorganismen in Konzentrationen zwischen 1x 104 und 5x 105 Zellen pro 
Milliliter nachzuweisen, in der SDS behandelten Säule dagegen nicht. Nach 26 
Wochen waren im Durchlauf der SDS behandelten Säule Laugungsbakterien 
nicht nachweisbar, wogegen in den Kontrollen, welche nur mit Regenwasser 
behandelt wurden, 106 Zellen pro Milliliter nachweisbar waren. Die Abnahme 
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der Zellzahl stimmt mit zuvor gezeigten Arbeiten mit 1 mM SDS überein 
(Schippers et al., 1998). Wiederholte SDS Zugaben resultierten in einer 
dauerhaften Hemmung der Laugungsbakterien in großen Perkolatoren 
(Schippers et al., 2001). Die erfolgreiche Hemmung durch SDS wurde mit einer 
Eisen- Bestimmung des Durchlaufs unterstützt und zeigte 93% des Gesamteisen 
als Eisen (II), wogegen in den Kontrollen nur 1 bis 2% Eisen (II) nachweisbar 
war. Die Sulfat- Freisetzung wurde durch die einmalige SDS Zugabe um 25% 
verringert. 
In weiteren Experimenten in den drei Temperaturbereichen von 21°C, 15 bis 
21°C und bei konstant 12°C erfolgte die Tensid- Behandlung der Säulen durch 
einmalige Zugabe von 85 mL Regenwasser vermischt mit 4 g/L SDS, Texapon 
N70 oder einer 1:1 Mischung beider Tenside. Die Behandlung mit Regenwasser 
erfolgte wie oben beschrieben. Die Laugung in den Säulen wurde durch Zugabe 
von Regenwasser bei allen getesteten Temperaturen gestartet. Inhibition des 
AMD für eine Dauer von 38 Wochen wurde in den kleinen 20 mL Säulen bei 
allen Temperaturbereichen erhalten. Diese Ergebnisse wurden durch 
Wachstumsversuche mit den Durchläufen sowie den Bodenproben unterstützt. 
Diese zeigten am Ende des Experiments in den Tensid behandelten Säulen keine 
nachweisbaren Eisen- und Schwefel- Oxidierer, im Gegensatz zu den mit 
Regenwasser behandelten Proben mit Konzentrationen um die 106 Zellen pro 
Milliliter im Durchlauf oder 104 bis 106 Zellen pro Gramm Sand. Die 
Bestimmung von Eisen (II) und Gesamteisen im Durchlauf untermauerte diese 
Ergebnisse. In den Tensid behandelten Säulen wurde hauptsächlich Eisen (II) 
gefunden, was für eine erfolgreiche Hemmung der eisenoxidierenden 
Mikroorganismen spricht. In den mit Regenwasser behandelten Proben war die 
Laugung aktiv und deshalb wurde mit Eisen (III) hauptsächlich die oxidierte 
Form gemessen. 
Für ein Upscaling wurden große 20 L Säulen mit ca. 12 bis 13 kg Sand befüllt. 
Dieses Material enthielt Eisen- oder Schwefel- oxidierende Mikroorganismen in 
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Konzentrationen zwischen 1x 104 und 5x 104 Zellen pro Gramm Sand. Die 
Säulen wurden in den Temperaturbereichen 15 bis 21°C oder bei konstant 12°C 
betrieben. 
Durch wiederholte Zugabe von 2 oder 60 g/L Texapon N70 konnte eine 
erfolgreiche Hemmung des AMD für bis zu 45 Wochen im Sand und im 
Durchlauf der Säulen gezeigt werden. Die Sulfat- Freisetzung durch Texapon 
N70 und SDS Zugabe konnte dabei gegenüber der nur mit Regenwasser 
beladenen Säule um 29% verringert werden. Im ersten Lauf bei Behandlung mit 
2 g/L Texapon N70 stieg die Konzentration der Eisen- und Schwefeloxidierer 
wieder an. Erklärungen dafür könnten in der Adsorption des Tensides am Sand, 
durch die natürliche Variabilität der Mikroorganismen hervorgerufene 
verringerte Sensitivität gegenüber des Texapon N70, oder im Anwachsen einer 
Texapon N70 abbauenden Mikroorganismen Population zu finden sein (Ying, 
2006; Seidel et al., 2000; Sand et al., 2007). Nach der folgenden Zugabe von 10 
g/L SDS waren keine Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen 
mehr nachweisbar. Erfolgreiche Läufe mit 50 g/L Texapon N70, messbar durch 
Vorkommen von vorzugsweise Eisen (II) im Durchlauf der Säulen und 
Abtötung der Eisen- und Schwefel- oxidierenden Mikroorganismen, 
verdeutlichen die Notwendigkeit von ausreichend hohen Tensid- 
Konzentrationen am Wirkort, um die Mikroorganismen und damit das AMD 
über einen längeren Zeitraum zu hemmen (Seidel et al., 2000; Josza et al., 1999; 
Schippers et al., 2001; Schippers et al., 1998). In diesen Läufen wurde die 
kumulierte Sulfat- Freisetzung durch Texapon N70 Zugabe um 34 bis 44% 
verringert. 
 
2.5 Tensid- induzierte Lyse von azidophilen Bakterien im 
Vergleich zu E. coli und B. subtilis 
Um die erfolgreiche Hemmung des AMD durch Tenside in mit Sand befüllten 
Säulen erklären zu können, sollte die Wirkweise und der Einfluss auf 
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planktonische Zellen von Eisen- und Schwefel- oxidierenden Bakterien im 
Vergleich zu Modelorganismen untersucht werden. 
Die Anwendung von Tensiden zur Hemmung der Eisen- und Schwefel- 
oxidierenden Mikroorganismen ist seit Jahrzehnten bekannt, die Ergebnisse 
variieren aber von Hemmung bis zu Anregung (Onysoko et al., 1984; Sand, 
1985; Dugan, 1986). Deshalb sollte der Einfluss von Tensiden auf die 
Laugungsbakterien A. ferrooxidans ATCC 23270, A. thiooxidans DSM 622 und 
Ac. cryptum DSM 2389 sowie die Laborstämme E. coli und B. subtilis 
untersucht werden. Diese Untersuchungen wurden mit den anionischen 
Tensiden SDS und Texapon N70, einem Natriumlaurylethersulfat, von Cognis 
GmbH (Düsseldorf, Deutschland), durchgeführt.  
Bei Wachstumsexperimenten mit planktonischen Laugungsbakterien wurden 
durch SDS oder Texapon N70 minimale Hemmkonzentrationen zwischen 0,005 
und 0,05 g/L beobachtet, wenn das Tensid während des Wachstums zugegeben 
wurde. In der stationären Phase waren dagegen deutlich höhere Tensid-
Konzentrationen von bis zu 2 g/L nötig um das Wachstum zu hemmen. Im 
Gegensatz dazu konnte beim Referenzorganismus E. coli bei diesen Tensid- 
Konzentrationen keine Hemmung beobachtet werden. Um diese Tensid- 
induzierten Effekte quantitativ messen zu können, wurde zu 1010 planktonischen 
Zellen von A. thiooxidans 0,5 bis 10 g/L SDS zugegeben. Nach 30 Minuten 
Inkubation wurde eine Abnahme der Zellen um 25 bis 75% gezählt. Eine 
Abnahme der Zellzahl, aber auch Überleben einer Restpopulation nach Autolyse 
wurde für Staphylococcus epidermis beschrieben (Qin et al., 2007). Um mehrere 
Proben schneller erfassen zu können, wurden Experimente im Photometer bei 
einer optischen Dichte von 600 nm (OD600) mit konzentrierten Zellsuspensionen 
durchgeführt. Diese Suspensionen wurden auf eine OD600 von ca. 0,8 eingestellt. 
Im Anschluss wurden in den Photometerküvetten die Tenside in den 
Konzentrationen zwischen 0,001 und 10 g/L zugegeben und die Entwicklung 
der OD600 für 1000 Sekunden aufgezeichnet. Die drei Laugungsbakterien 
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zeigten nach 1000 Sekunden Tensid- Behandlung eine Abnahme der OD600 
zwischen 50 und 80%. Behandlung der Referenzorganismen E. coli und B. 
subtilis mit bis zu 10 g/L Tensid zeigte dagegen nur einen leichten Abfall in der 
optischen Dichte bei 600 nm zwischen 10 und 20%. Der schnelle Abfall der 
OD600 um 50 bis 80% wurde als Hinweis auf eine Lyse der 
Laugungsorganismen gedeutet, wie für andere Mikroorganismen gezeigt wurde 
(Ensign und Wolfe, 1965; Leduc et al., 1982; Qin et al., 2007). Da bakterielle 
Lyse mit der Freisetzung von Makromolekülen wie Proteinen oder 
Nukleinsäuren verbunden ist, wurden diese Aspekte im Anschluss untersucht. 
Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Laugungsorganismen, sowie die 
Referenzstämme Nukleinsäuren in Form von DNA und RNA nach Behandlung 
mit SDS oder Texapon N70 freisetzten. Die Freisetzung von Nukleinsäuren 
durch äußere Einflüsse wurde auch für andere Bakterien, wie z.B. Streptococcus 
spp. und Enterococcus faecalis beschrieben (Kreth et al., 2009; Das et al., 2010; 
Thomas et al., 2008). Diese Eigenschaft der Mikroorganismen ist wichtig in der 
Biofilm- Bildung, d.h. bei der Adhäsion der Zellen an das Substrat (Allesen- 
Holm et al., 2006; Das et al., 2009). Die Freisetzung von Nukleinsäuren nach 
Zugabe von organischen Säuren wurde für A. ferrooxidans beschrieben (Tuttle 
et al., 1977). Eine Freisetzung von Proteinen wurde dabei aber nicht gefunden. 
Dieser Aspekt sollte für die Laugungs- und Modelmikroorganismen untersucht 
werden. Nach SDS Zugabe konnte eine Freisetzung von 50 bis 80% der 
berechneten Gesamtproteine nur bei den Laugungsbakterien gemessen werden, 
für E. coli wurden im Maximum nur 0,35% der Gesamtproteine extrazellulär 
nachgewiesen. Die Unterschiede von E. coli zu den Laugungsbakterien mit 
Nukleinsäure- Freisetzung und fehlender Freisetzung von Proteinen könnte auf 
die Entwicklung von kompetenten E. coli Zellen hindeuten, wie für 
Streptococcus pneumonia beschrieben (Steinmoen et al., 2002). Diese 
Vermutung wurde durch Wachstumsexperimente nach Zugabe von 0,5 bis 10 
g/L Tensid sowie durch Markierung mit Fluoreszenz- Farbstoffen untermauert. 
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Hierbei überlebten die E. coli Zellen, während die Laugungsbakterien abgetötet 
wurden. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es eine ähnliche Wirkungsweise von 
SDS und Texapon N70 gibt. Die Referenz- oder Laugungsorganismen zeigten 
aber eine deutlich unterschiedliche Sensitivität bei Behandlung mit diesen 
Tensiden. Das könnte auf verschiedene Wirkmechanismen hindeuten, 
möglicherweise durch unterschiedliche Aktivierung oder Inaktivierung von 
Autolysinen. Die unterschiedliche Wirkung könnte aber auch an der höheren 
Wachstumsrate der Referenzorganismen und damit verbundener Ausbildung 
von Resistenzen gegen die Tenside begründet werden, was kompetente E. coli 
Zellen ermöglichen könnte. Bei E. coli und B. subtilis könnte die Tensid-
Behandlung die Autolyse eines kleinen Teils der Population (Leduc et al., 1982; 
Cho et al., 1990; Tsuchido et al., 1985) durch Einbau der Tenside in die 
Zellmembran auslösen. Die Autolysine, beschrieben für E. coli (Höltje, 1995), 
werden dabei nicht oder nur teilweise aktiviert. Deshalb stirbt ein kleiner Teil 
der Population ab, wodurch nur ein kleiner Teil der Proteine messbar ist. Vom 
größeren, überlebenden Teil werden auch Nukleinsäuren abgegeben, diese sind 
aber noch an die Zellen gebunden. Diese Nukleinsäuren können dann von der 
überlebenden Gesamtpopulation aufgenommen oder zur Anheftung an 
Oberflächen genutzt werden (Steinmoen et al., 2002; Das et al., 2010). 
  
Die Unterschiede der Laugungsbakterien in der Stressantwort auf die Tensid-
Behandlung könnte auf Autolysin- ähnliche Enzyme zurückzuführen sein. Diese 
Enzyme wurden z.B. für Streptococcus gordonii beschrieben und waren an der 
Biofilmbildung, an der Säuretoleranz, sowie am Export von DNA beteiligt (Liu 
und Burne, 2011). Die Auswirkungen auf die Laugungsbakterien war von der 
Tensid- Konzentration abhängig. Bei hohen Tensid- Konzentrationen scheint 
eine schnelle Autolyse binnen weniger Sekunden aufzutreten, möglicherweise 
durch unspezifische Wechselwirkungen der Tensid- Moleküle in der 
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Zellmembran (Jones, 1999). Hierdurch wird die Zytoplasmamembran aufgelöst, 
wie z.B. für E. coli beschrieben (Filip et al. 1973). 
 
Der zweite Weg bei geringen Konzentrationen scheint eine induzierte Zelllyse 
nur eines Teils der Population zu sein. Diese wird möglicherweise durch eine 
Teilaktivierung Autolysin- ähnlicher Moleküle in der bakteriellen Zellwand 
durch die Wechselwirkung mit nur wenigen Tensid- Molekülen ausgelöst. Für 
SDS wurde eine Änderung des Membranpotentials beschrieben (Arai et al. 
1995), wodurch die Autolysine aktiviert werden (Bayles, 2007) und kleine Poren 
entstehen könnten. Diese wurden indirekt durch die Fluoreszenzfärbung der 
Zellen mit Propidiumiodid nachgewiesen und erlauben die Freisetzung von 
intrazellulären Proteinen. Diese Proteine könnten der Auslöser für die 
Freisetzung von Nukleinsäuren eines großen Teils der Population sein und 
könnten dann von einem Teil der Population aufgenommen (Steinmoen et al., 
2002), oder als Auslöser für die Entwicklung eines Biofilms genutzt werden 
(Qin et al., 2007; Allesen- Holm et al., 2006; Rice, 2007). Bei geringeren 
Tensid- Konzentrationen sind die Poren möglicherweise so klein, dass nur 
kleine Signalpeptide freigesetzt werden, die für den Tot oder Hemmung eines 
Teils der Population, nicht aber für eine Autolyse sorgen, wie bei 
Wachstumsexperimenten in der stationären Phase gezeigt wurde. Für S. 
pneumoniae wurden Peptide des Zwei-Komponenten System VncR/S 
beschrieben, wodurch verschiedene Selbsttötungswege aktiviert werden (Novak 
et al., 2000). 
 
2.6 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnten erste Untersuchungen zum 
Wirkmechanismus der Tenside SDS und Texapon N70 durchgeführt werden und 
die praktische Anwendbarkeit zur Hemmung des AMD in mit Sand befüllten 
Säulen gezeigt werden. Aus diesen Resultaten können Ansatzpunkte für 
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zukünftige Arbeiten entwickelt werden, auf die in diesem Kapitel eingegangen 
wird. 
In der Tensid- induzierten Zelllyse wurden deutliche Unterschiede zwischen E. 
coli einerseits und den drei Laugungsbakterien andererseits gefunden. E. coli 
reagierte in dem Klärungstest bei 600 nm langsamer und benötigte 10- mal 
höhere Tensid- Konzentrationen. Dazu passte die wesentlich geringere 
Proteinfreisetzung. Diese Befunde lassen darauf schließen, dass es 
unterschiedliche Mechanismen in der Auslösung der Zelllyse geben könnte. 
Deshalb wären die Aufklärung des Tensid- induzierten Lysemechanismus und 
der Wirkort des Tensides weitere Ansatzpunkte. Mit diesem Wissen könnten 
maßgeschneiderte Tenside entwickelt werden, die spezifisch gegen bestimmte 
Mikroorganismen wirken.  
Anstatt nur die durch die Zelllyse freigesetzten Proteine zu messen, könnte auch 
die Freisetzung von Metaboliten, wie z.B. Citronensäure, untersucht werden. 
Weiterhin könnte der Einfluss von freigesetzten Signalpeptiden auf die Zelllyse 
sowie auf die Änderung des Anheftungsverhaltens der Mikroorganismen an das 
Substrat Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.  
Durch Tensid- Behandlung wurde bei allen untersuchten Bakterien eine 
Freisetzung von Nukleinsäuren gefunden. Hier stellt sich die Frage, ob die 
gesamte DNA ausläuft. Wenn das nicht der Fall ist, muss geprüft werden, ob 
statistisch alle Loci betroffen sind oder eine Bevorzugung oder Diskriminierung 
von Genen erfolgt. Der Einfluss der freigesetzten DNA auf die Biofilmbildung 
der Laugungsbakterien, z.B. an Pyrit, könnte ein Bestandteil weiterer 
Untersuchungen sein. 
Da die Tensid- induzierte Nukleinsäurefreisetzung bei E. coli im Gegensatz zu 
den Laugungsbakterien nicht mit der Freisetzung von Proteinen sowie Zelllyse 
einherging, könnte die Ausbildung von Kompetenz eines Teils der Population 
mit folgender Ausbildung von Resistenzen einen weiteren Untersuchungspunkt 
darstellen. 
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Es könnten sich Experimente anschließen, in denen das Vorkommen und die 
Aktivität der autolytischen Enzyme untersucht werden. Bisher wurden diese 
Enzyme für die Laugungsorganismen noch nicht beschrieben. Durch eine 
Tensid- induzierte Änderung des Membranpotentials könnten diese Enzyme aus 
der inaktiven in eine aktive Form umgewandelt werden und dadurch die Lyse in 
Gang setzen. 
Aus verschiedenen Bodenproben der Lausitzer und Mitteldeutschen Tagebaue 
wurden Amplifikate archaealer 16S rRNA Gene gewonnen. Diese wurden nach 
Sequenzierung und Abgleich mit NCBI- Datenbanken als nicht kultivierte und 
nicht identifizierte Archaea charakterisiert. Es wurde weiterhin durch 
Kultivierungsversuche bei 70°C ein Wachstum von Stäbchen beobachtet. Eine 
Identifizierung dieser Kultur gelang aber nicht. Weiterhin wurden durch 
Kultivierung bei 45°C verschiedene Sulfobacillus Spezies isoliert, weshalb auf 
das Vorkommen von Gebieten im Deckgebirge mit erhöhten Temperaturen 
geschlossen werden kann. Es ist davon auszugehen, dass in diesen durch 
chemische und mikrobielle Pyritoxidation aufgeheizten Habitaten eine 
Änderung der mikrobiellen Diversität im Gegensatz zu den bisher untersuchten 
Tagebau- Proben zu finden ist. Es könnte untersucht werden, ob sich diese „Hot 
spots“ im Deckgebirge nachweisen lassen und inwiefern die dort 
vorkommenden moderat Thermophilen Mikroorganismen eine vergleichbar 
hohe Sensitivität gegen Tenside besitzen wie die drei untersuchten 
Laugungsbakterien. 
Diese Untersuchungen wären weiterhin für die Hemmung des AMD in einem 
Pilotversuch im Freiland wichtig, da gezeigt wurde, dass Eisen- und Schwefel- 
oxidierende Mikroorganismen vorzugsweise in Sand- und Kohleschichten 
vorkommen. Dadurch besitzen diese Schichten ein erhöhtes Risiko für eine 
AMD Bildung durch Pyritoxidation. Um die Applikation von Tensiden wie z.B. 
SDS oder Texapon N70 in einem wirtschaftlich vertretbaren Rahmen zu halten 
und die Umwelt nicht zu schädigen, wäre es zweckmäßig, die eingesetzte 
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Tensid- Konzentration zu minimieren oder nur in den Schichten mit hohem 
Risikopotential einzusetzen. Dafür wären Säulenversuche sinnvoll, welche mit 
an natürlich vorkommenden Wasser- und Temperaturverhältnissen durchgeführt 
werden. 
Ein weiterer Punkt ist das Anheftungsverhalten der Laugungsmikroorganismen 
an Pyritminerale. Die Benetzung der Pyritmineralien mit den Tensiden könnte 
zu einer Veränderung des Oberflächenpotentials führen, wodurch eine 
spezifische Bindung der Laugungsbakterien an die Mineralien nicht mehr 
funktioniert.  
Da die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Tenside SDS und Texapon N70 
biologisch abbaubar sind, könnte untersucht werden, wie lange diese im Boden 
verfügbar sind und die Hemmung der Mikroorganismen anhält. Dafür müsste 
eine Analytik für die Tenside etabliert werden, um die im Boden und im Wasser 
verfügbare Tensid- Konzentration zu messen. Das würde Rückschlüsse auf die 
Adsorption der Tenside an die verschiedenen Bodenqualitäten ermöglichen.  
Die Suche nach Tensid- abbauenden oder resistenten Mikroorganismen wäre ein 
weiterer Ansatzpunkt für zukünftige Arbeiten. 
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